含 蛋氨酸 二 肽 影响 奶牛 乳腺 上 皮 细 胞 乳 蛋 白 合成 相关 基因 表达 
陈 XR! 常 晨 城 ! 史 彬 林 ! 高 R? 赵 艳 丽 !: 问 素 梅 * 
(1. 内 蒙古 农业 大 学 动物 科学 学 院 ， 呼 和 浩特 010018; 2. 内 蒙古 自治 区 农 牧 业 科 学 院 ， 呼 和 


浩特 010031) 


摘 ， 要 : 本 试验 旨 在 研究 含 蛋 氮 酸 (Met) 二 肽 对 奶牛 乳腺 上 皮 细 胞 CBMECs) 内 乳 蛋 白 合 
成 相关 基因 表达 的 影响 。 试 验 分 3 部 分 ， 均 采用 单 因 子 完 全 随机 试验 设计 ，Met 的 添加 浓度 


及 培养 时 间 分 别 为 60 pg/mL (0.402 mmol/L). 48 h。 第 1 部 分 ， 培 养 液 添加 8 种 含 Met 二 


肽 [蛋氨酸 -蛋氨酸 (P-Met-Met)、 和 蛋氨酸 - 赖 氨 酸 (P-Met-Lys)、 和 蛋氨酸 - 色 氨 酸 (P-Met-Trp)、 和 蛋 


氨 酸 - 茶 丙 和 氨 酸 (P-Met-Phe)、 和 蛋氨酸 - 苏 氨 酸 (P-Met-Thr)、 和 蛋氨酸 - 异 亮 氮 酸 (P-Met-Ile)、 和 蛋 氨 


酸 -党 氨 酸 (P-Met-Leu)、 重 氨 酸 - 缴 氨 酸 (P-Met-ValD)]， 以 不 添加 二 肽 为 对 照 ， 测 定 BMECs 3L 


蛋白 合成 相关 基因 《osi- 酷 蛋白 、B- 酷 蛋白 、*k- 酷 蛋白 、B- 乳 球 和 蛋白 、 开 型 小 肽 转运 载体 和 氨 


肽 酶 氮 ) 的 表达 量 ; 第 2 部 分 ,培养 液 添加 8 种 与 上 述 二 肽 对 应 的 游离 氨基 酸 (F-Met-Met、 


ju 


F-Met-Lys. F-Met-Trp. F-Met-Phe, F-Met-Thr. F-Met-Ile, F-Met-Leu. F-Met-Val), LAAT 


加 游离 氨基 酸 为 对 照 ， 测 定 BMECs FRA A RAEI d bs. 第 3 部 分 ， 用 二 肽 等 物 


质 的 量 蔡 代 相应 游离 气 基 酸 , 测定 BMECs 乳 蛋 白 合成 相关 基因 的 表达 量 以 及 细胞 内 外 氢 肽 


酶 含量 。 结果 表明 : P-Met-Met 和 P-Met-Lys 组 较 对 照 组 和 其 他 二 肽 组 上 调 了 osi- 酷 蛋白 入- 


酪 蛋白 基因 的 表达 量 ， 且 P-Met-Met 组 优 于 P-Met-Lys 2H. F-Met-Met 和 F-Met-Lys 组 较 对 


照 组 和 其 他 游离 氨基 酸 组 显著 提高 了 os1- 栈 蛋白 基因 的 表达 量 (P«0.05) 。 除 P-Met-Val 和 


P-Met-Leu 组 外 ， 其 他 二 肽 蔡 代 游离 氨基 酸 后 均 不 同 程度 地 提高 了 乳 和 蛋白 和 工 型 小 肽 转运 载 


体 基 因 的 表达 量 ， 其 中 P-Met-Met 表现 出 较 好 的 促进 效果 。 总 之 , 含 Met 二 肽 等 量 蔡 代 对 应 


的 游离 氨基 酸 能 够 促进 乳 蛋 白 基 因 的 表达 ， 其 中 尤 以 P-Met-Met 的 效果 最 好 。 


Ree: Wi; FURL BAM: FLEA; 蛋氨酸 ;二 肽 ， 基 因 表达 
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乳 蛋 白 是 评价 牛奶 质量 的 重 


要 指标 之 一 。 乳 成 分 前 体 物 的 组 成 与 含量 直接 影响 乳腺 内 乳 
蛋白 的 合成 ， 进 而 影响 乳品 质 。 和 蛋氨酸 (Met) 作为 乳 蛋 白 前 体 物 ， 是 乳 蛋 白 合成 的 主要 必 


发 ， 是 奶牛 第 一 限制 性 氨基 酸 山 ， 是 乳 蛋 白 合成 翻译 开始 的 第 1 个 氨基 酸 ， 也 是 机 体 


酸 
中 最 重要 的 甲 基 直接 供 体 ， 蛋 白质 翻译 过 程 被 激活 的 必需 要 素 就 是 5′” 端 帽子 结构 连接 核 音 
酸 的 


发 的 核糖 需要 被 甲 基 化 外 。 因 此， 从 Met 的 角度 研究 对 乳 蛋 白 合 成 的 影响 及 机 理 ， 对 调控 乳 


腺 内 乳 成 分 的 合成 和 改善 乳品 质 具 有 重要 意义 。Wang 等 B 研 究 发 现 ， 向 奶牛 饲 粮 中 添加 蛋 


la 


氢 酸 羟基 类 似 物 能 够 显著 提高 奶牛 的 乳 产 量 、 乳 蛋白 含量 。 然 而 ， 用 于 乳 蛋 白 合 成 的 氨基 酸 


并 非 全 部 由 血液 中 的 游离 氨基 酸 来 供给 , 乳腺 组 织 还 可 以 摄取 小 肽 和 和 蛋白 质 等 非 游离 态 氨基 


酸 以 满足 乳 和 蛋白 合 成 的 需要 向 。 小 肽 能 够 弥补 乳腺 组 织 对 氨基 酸 摄取 的 不 足 ， 而 且 能 在 乳腺 


蛋白 质 代 谢 过 程 中 发 挥 作用 。 毕 微微 后 的 研究 发 现 ， 重 氨 酸 -蛋氨酸 (P-Met-MeO 和 和 蛋氨酸- 


HAR (P-Met-Lys) 二 肘 能 促进 奶牛 乳腺 上 皮 细 胞 (BMECs) 增殖 以 及 有 - 酷 重 白 〈CSNXM2 ) 


基因 的 表达 。 以 BMECs 为 模型 ， 用 P-Met-Met 和 P-Met-Lys 等 量 蔡 代 与 它们 对 应 的 游离 氨 


基 酸 ， 二 肽 组 的 osi- 酷 蛋白 《CSN181 ) 基因 表达 与 培养 液 中 酪 蛋白 浓度 均 显 著 高 于 游离 氨基 


酸 组 I。 这 些 研究 结果 均 表 明 ， 氨基 酸 及 小 肽 都 在 一 定 程度 上 影响 了 奶牛 乳 蛋 白 的 合成 。 因 


此 , 研究 二 肽 等 量 奉 代 游 离 气 基 酸 对 乳 蛋 白 合成 的 影响 ,对 深入 了 解 乳 蛋白 前 体 物 对 奶牛 乳 


蛋白 合成 的 影响 机 理 及 不 断 提 高 牛奶 品质 具有 一 定理 论 与 实际 意义 。 然 而, 目前 相关 的 研究 


较 少 。 鉴 于 此 ， 本 试验 以 BMECs 为 体外 培养 模型 ,研究 不 同 种 类 的 含 Met 二 肽 对 乳 蛋 白 合 


成 相关 基因 和 和 毛 肽 酶 氮 (4PN) 基 因 表 达 以 及 细胞 内 外 氨 肽 酶 CAPA) 含量 的 影响 ， 筛 选 出 促 
进 效果 明显 的 二 肽 组 合 ， 为 建立 适用 于 奶牛 泌乳 所 需要 的 二 肽 营养 模式 提供 理论 基础 。 
1 材料 与 方法 
1.1 主要 试剂 与 仪器 
胶原 酶 了、DMEM/F12 培养 基 、 胰 岛 素 转 铁 蛋 白 溶液 、 胎 牛 玫 


清 (FBS), JAE A B 


a. 
Tl 


乙 二 胺 四 乙酸 (EDTA) 和 双 抗 均 购 自 Gibco 公司 ; 氨 化 可 的 松 、 表 皮 生长 因子 、 催 乳 素 、 


Met. HAR (Lys) BAR (Trp). KAAR Phe) HAR (Thr). FAAR (Ile). Æ 
AR (Leu) MAAR (Val) HWA Sigma 公司 ; P-Met-Met、P-Met-Lys、 和 蛋氨酸 - 色 氮 酸 


(P-Met-Trp)、 蛋 氨 酸 - 葵 丙 所 酸 (P-MetrPhe)、 蛋 氨 酸 - 苏 氨 酸 (P-MetThnD、 和 蛋氨酸 - 异 亮 氨 酸 


(P-Met-lle)、 和 蛋氨酸 - 亮 氨 酸 (P-Met-Leu)、 和 蛋氨酸 - 缴 氨 酸 (P-Met-Val)8 种 二 肽 均 购 自 上 海 科 肽 


Ve BBIII 
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生物 公司 (产品 编号 分 别 为 POI4103105. PO14103106., PO14103107. PO14103108. 


PO14103109、PO14103110、PO14103111、PO14103112); HEMET CMTTO, — FALE A (DMSO ) 


和 两 性 霉 素 均 购 自 Amresco 公司 ; 磷酸 盐 缓冲 液 (PBS) JA HyClone 公司 ; SYBR Premix 


Ex Taq™ II. PrimeScript RT Master Mix JJ Ej TaKaRa 公司 ; RNAprep pure Cell/Bacteria Kit 


购 自 TIANGEN 公司 。 


主要 仪器 有 : 倒置 显微镜 (Olympuse 公司 ); 全 自动 酶 标 仪 (Synergy H4, BioTek 公 


司 ); 细胞 计数 仪 《Cytorecon，ECI 公司 ); 二 氧化 碳 恒温 培养 HF-240， 力 康生 物 医疗 科 


技 控股 有 限 公司 )， 荧 光 定 量 PCR 仪 CABI-7500, ABI 公司 ); 电泳 仪 (Bio-Rad 公司 )。 
1.2 试验 设计 
本 试验 分 为 3 部 分 ， 均 采用 和 


[Z^ 


因子 完全 随机 试验 设计 ， 试 验 中 使 用 的 DMEM/FI2 培养 


基 


Met 的 含量 为 17.24 hg/mL，Met 的 添加 浓度 及 培养 时 间 参 考 本 课题 组 前 期 研究 结果 分 


别 定 为 60 pg/mL (0.402 mmol/L), 48 h。 第 1 部 分 ， 研 究 8 fi; Met Zk (P-Met-Met, 


P-Met-Lys. P-Met-Trp. P-Met-Phe, P-Met-Thr. P-Met-Ile. P-Met-Leu. P-Met-Val) 对 BMECs 


内 乳 和 蛋白 合成 相关 基因 表达 的 影响 ， 分 为 对 照 组 〈 不 添加 二 肽 ) 和 8 个 分 别 添加 8 种 含 Met 


二 肽 的 试验 组 ， 使 每 种 二 肽 的 浓度 均 为 0.402 mmol/L. 2 2 部 分 , 研究 与 8 种 二 肽 相对 应 的 


游离 氨基 酸 (F-Met-Met、F-Met-Lys、F-Met-Trp、F-Met-Phe、F-Met-Thr、F-Met-Ile、F-Met-Leu、 


F-Met-VaD 对 BMECs 内 乳 和 蛋白 合成 相关 基因 表达 的 影响 , 分 为 对 照 组 (不 添加 游离 复 基 酸 ) 


和 8 个 分 别 添加 8 种 游离 氨基 酸 混 合 溶液 试验 组 。 游 离 氨基 酸 混合 溶液 中 每 种 氨基 酸 的 浓度 
与 第 1 部 分 相应 的 二 肽 组 中 的 氨基 酸 浓度 一 致 。 第 3 部 分 ， 研 究 用 含 Met 的 二 肽 等 物质 的 
量 蔡 代 相 应 的 游离 氨基 酸 后 对 乳 蛋 白 合 成 相关 基因 表达 的 影响 ， 试 验 分 为 8 个 独立 的 组 合 ， 


Se 


每 个 组 合 为 1 种 含 Met 的 二 肽 组 与 相应 的 游离 氨基 酸 组 构成 ， 将 每 个 组 合 的 二 肽 组 与 游离 
基 酸 组 进行 对 比分 析 ， 二 上 肽 和 和 氨基酸 添加 浓度 与 试验 第 1、2 部 分 一 致 。 在 3 个 试验 中 ， 


每 组 均 为 6 个 重复 ， 培 养 基 中 不 加 FBS. 


X 


13 原 代 BMECs 体外 培养 


BMECSs 采用 胶原 酶 消化 法 获得 。 取 健康 荷 斯 坦 奶 牛乳 腺 组 织 ， 去 除 组 织 表 层 ， 于 深 处 


取 约 1 cm? 的 组 织 块 ， 放 入 4 'C 预 冷 的 PBS 中 。 在 超 净 台 内 用 PBS 将 组 织 块 初步 洗 净 后 ， 


再 去 除 组 织 块 的 表层 ， 并 将 组 织 前 成 糊 状 。 加 入 0.5% 胶 原 酶 开 溶液 ， 于 37 CH 596 CO» 的 


条 件 下 消化 1 h， 每 隔 20 min 缓慢 摇晃 离心 管 。 消 化 液 用 孔径 为 80 目的 细胞 滤 网 过 小， 收 


A 


培养 基 ， 吹 打 均 匀 ， 然 后 转 入 25 cm? 


H, Be 37 CH 5$%CO; 培养 箱 中 培养 中。 


细胞 培养 瓶 中 ， 在 37 CH 5% CO: 培养 箱 中 培养 。 当 细胞 融合 度 达 到 80%~90% 时 ， 依 据 


不 同 的 特点 ， 对 细胞 进行 纯化 并 传代 。 将 传 至 


将 第 3 代 的 BMECs， 以 2x105 个 / 孔 密 度 接种 于 6 孔 培养 板 上 ， 每 组 6 个 重复 。 培 养 结 


胞 /细菌 总 RNA 提取 试剂 盒 的 方法 提取 ， 总 


RNA 的 完整 性 和 纯度 用 1.5 多 的 琼脂 糖 凝 胶 电泳 和 酶 标 仪 检测 。 反 转录 PCR 采用 PrimeScript 


RT Master Mix 试剂 盒 的 方法 进行 ， 得 到 的 cDNA 用 SYBR Premix Ex Taq'M. 开 试剂 盒 进行 荧 


RI 


b: 


定量 PCR， 反 应 体系 为 20 uL. FABER HHA (GAPDH) 作为 内 参 基 因 ， 对 乳 蛋 


白 合成 相关 基因 [usl- 酷 蛋白 〈CSV1S1)、CSN2、r- 酷 蛋白 CCSN3). D-JLERTEEA(LGB). II 


型 小 肽 转运 载体 (PEP72) 和 A4PM] 的 表达 量 进行 测定 ， 引 物 序列 及 参数 见 表 1。 菊 光 定 量 PCR 


J 2 法 进行 相对 定量 分 析 。 


GenBank 登录 
号 GenBank 


accession No. 


BC109618 


NM. 181008 


NM 174294 


NM 173929 


XM. 001252479 


78 
79 ”人 和 集 细胞 滤液 ，179Xg 离心 5 min, FE. MATA 
80 , 
81 BMECs 和 成 纤维 细胞 对 胰 蛋 白 酶 消化 敏感 怕 
82 第 3 代 的 BMECs 悬 液 接种 于 25 cm? 培养 瓶 9 
83 14 测试 指标 与 方法 
84 ”1.4.1 BMECs 内 乳 和 蛋白 合成 相关 基因 的 表达 量 
85 
86 ” 束 后 ， 细 胞 总 RNA 按照 RNAprep pure 35752 
87 
88 
89 
90 
91 
92 ”反应 程序 为 : 95.0 C AH 
93 20s, 40 个 循环 72 °C (延伸 ) 7 min. JA 
94 «£51 NYE, RGR PCR 结果 采 
95 表 1 引物 序列 及 参数 
96 Table ] Primer sequences and parameters 
EA] Genes 引物 序列 Primer sequences (5' -3' ) 
F: AATCCATGCCCAACAGAAAG 
as]1- 酷 蛋白 CSN1S1 
R: TCAGAGCCAATGGGATTAGG 
F: GTGAGGAACAGCAGCAAACA 
B- 酷 蛋白 CSN2 
R: CCAGGAGCAAAACCAAGAAC 
F: CCAGGAGCAAAACCAAGAAC 
k- 栈 蛋白 CSN3 
R: TGCAACTGGTTTCTGTTGGT 
F: CTTGTGCTGGACACCGACTA 
B- 乳 球 蛋 白 LGB 
R: TTGAGGGCTTTGTCGAATTT 
"OR F: GGGTCATCATCTCTGCACCT 
for He Hh EAL GAPDH 
R: GGTCATAAGTCCCTCCACGA 
I A) ik PSA PEPT2 F: ATGGCAATGCCCAATGAAG 


NM-001079582 


KE 
Length/bp 


189 


115 


148 


146 


177 


189 


退火 温 
度 
Tm/C 


59 


32 


56 


61 


60 


59 


E) 30s; 95.0 C (变性 ) 30 s; 退火 温度 30s; 72.0 "C. GEH) 


| 线程 序 为 : 70-95 'C， 每 6s 升温 0.5 "C, 
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外 行 设计 


R: CACCAACACAGCAACAAACAAA 


= - F: TCCTCCAGCAGCAACAAAGA Pee 
AX IK APN NM. 001075144 115 55 行 设 计 
R: TCAGCCACAGGTCATTCCAC 


97 F: 上 游 引 物 ，R: 下 游 引物 。 


98 F: forward primer; R: reverse primer. 


99 1.4.2 BMECs 内 和 细胞 培养 液 中 氮 肽 酶 CAPA) 的 含量 


ll 


100 细胞 培养 48 h 后 ， 将 细胞 培养 液 15 000 g/min 在 4 "C Ei 10 min, WEW: 将 细胞 用 


101 ”PBS 清洗 3 id, 向 每 孔 加 入 70 uL 的 细胞 裂解 液 , 4 CHA 30 min 后 刮 下 细胞 , 4 °C 15 000 


102 g/min 离心 10 min， 取 上 清 。 提 取出 的 APA 采用 酶 联 免疫 吸附 试验 (ELISA) 试 剂 盒 说 明 书 的 


103 ”步骤 进行 检测 。 


104 1.5 数据 处 理 与 分 析 


105 所 有 数据 用 Excel 进行 计算 整理 。 试 验 数据 采用 SAS 9.0 软件 进行 统计 ， 第 1 部 分 与 第 


106 2 部 分 的 数据 用 ANOVA 程序 进行 单 因 素 方差 分 析 ， 并 用 Duncan 氏 法 进行 多 重 比较 ; 第 3 


107 ”部 分 二 肽 组 与 游离 氮 基 酸 组 的 数据 用 7z 检 验 进行 分 析 。P<0.05 表示 差异 显著 ，0.05 和 P<0.10 


108 ”表示 差异 趋 于 显著 。 


109 2 结 X 


110 2.1 € Met 的 二 肽 对 BMECs 内 乳 和 蛋白 合 成 相关 基因 表达 量 的 影响 


n 


111 表 2 的 结果 表明 ， 对 于 CSN1S1 基因 表达 量 ，P-Met-Met 组 较 对 照 组 和 其 他 二 肽 组 显著 


112 ”提高 (P<0.05)，P-Met-Lys 组 较 对 照 、P-Met-Leu 和 P-Met-Val 组 显著 提高 (P<0.05);， 对 于 


113 ”CSN2 基因 表达 量 ，P-Met-Met、P-Met-Lys 组 较 对 照 组 、P-Met-Thr、P-Met-Trp、P-Met-Leu、 


114 ”P-Met-lle 和 P-Met-Val 组 显著 升 高 (P<0.05),P-Met-Phe ZH £i P-Met-Thr、P-Met-Leu、P-Met-lle 


115 ”和 P-Met-Val 组 显著 升 高 (P<0.05); 对 于 CSN3 基因 表达 量 , P-Met-Met、P-Met-Lys、P-Met-Phe 


116 ”和 P-Met-Ile 组 较 P-Met-Thr、P-Met-Trp、P-Met-Leu 和 P-Met-Val 组 显著 提高 (P<0.05); 8 


117 ”种 二 肽 对 LGB、PEPT2 All APN 基因 表达 量 均 无 显著 影响 (P>0.05)。 


118 表 2 & Met 的 二 肽 对 BMECs 内 乳 和 蛋白 、PEP72 Fl APN 基因 表达 的 影响 


119 Table 2 Effects of dipeptides containing Met on gene expressions of milk proteins, PEPT2 and APN in BMECs 


LEEA BR wn paama COOUR eek 
asl- oe - Bi t K- HE tí -LEKE m 2 SE 
组 别 Groups li 运载 体 
CSNI1SI1 CSN2 CSN3 LGB APN 
PEPT2 


对 照 Control 1.00* 1.00* 1.005 1.00 1.00 1.00 


120 


121 


122 


123 


124 


125 


126 


127 


128 


129 


130 


131 


132 


133 


P-Met-Met 1.444 1.1335 1.15* 0.98 1.06 1.06 
P-Met-Lys 1.225 1.17* 1.11% 0.98 1.07 1.08 
P-Met-Phe 1.085 1.045 1.0535 0.99 1.01 1.04 
P-Met-Thr 1.07% 0.854 0.83* 0.98 1.02 1.10 
P-Met-Trp 1.09% 1.00° 0.86° 0.96 1.03 1.09 
P-Met-Leu 0.99* 0.852 0.85* 1.00 1.03 1.04 
P-Met-Ile 1.11% 0.844 1.1235 1.01 1.08 1.03 
P-Met-Val 1.03* 0.844 0.78* 0.98 1.04 1.06 
SEM 0.13 0.10 0.11 0.08 0.06 0.10 
P {i P-value <0.01 <0.01 <0.01 0.98 0.27 0.83 


同 列 数据 肩 标 相 同 或 无 字母 表示 差异 不 显著 (P>0.05)， 不 同 字母 表示 差异 显著 (P<0.05). FIA. 


Values in the same column with the same or no letter superscripts mean no significant difference (P>0.05), 


while with different letter superscripts mean significant difference (P« 0.05). The same as below. 


22 ”游离 氨基 酸 对 BMECs 内 乳 和 蛋白 合成 相关 基因 表达 的 影响 


d 3 结果 表明 ，F-Met-Met、F-Met-Lys 组 的 CSN1S1 基因 表达 量 显 著 高 于 对 照 组 和 其 他 


游离 氨基 酸 组 (P<0.05); F-Met-Met、F-Met-Lys、F-Met-Phe 和 F-Met-Leu 组 的 CSN2 基因 


表达 量 显 著 高 于 F-Met-Thr 组 (P<0.05); 对 于 CSN3 基因 表达 量 ，F-Met-Met、F-Met-Phe、 


F-Met-Trp 和 F-Met-Leu 组 较 F-Met-Thr 组 显著 升 高 (P<0.05)，F-Met-Lys 组 较 F-Met-Phe、 


F-Met-Thr. F-Met-Trp. F-Met-Leu. F-Met-Ile 和 F-Met-Val 组 显著 升 高 (P<0.05); 对 于 PEPT2 


tat 


因 表达 量 ，F-Met-Met 组 较 F-Met-Trp. F-Met-Leu. F-Met-Ile 和 F-Met-Val 组 显著 升 高 


(P<0.05), F-Met-Lys 组 较 F-Met-Ile 组 显著 提高 (P<0.05); 各 组 LGB 和 APN 基因 表达 量 


均 无 显著 差异 (P>0.05). 


T 
>H 


表 3 游离 氨基 酸 对 BMECs KUKA, PEPT2 All APN 基因 表达 的 影响 


Table3 Effects of free amino acids on gene expressions of milk protein, PEPT2 and APN in BMECs 


- - - O OENE o 
组 别 Groups as]1- 酷 蛋 B-E x- [ts iE B-FLER AE 运载 体 氮 肽 酶 所 
CSN1S1 CSN2 CSN3 LGB APN 
PEPT2 
XJH8 Control 1.00 1.0025 1.0025 1.00 1.00% 1.00 
F-Met-Met 1.17? 0.98ab 0.97abe 1.01 1.02 0.96 
F-Met-Lys 1.13? 1.01? 1.078 1.02 0.98% 0.99 
F-Met-Phe 0.97° 0.99% 0.93bcd 1.03 0.963bc 0.91 
F-Met-Thr 1.03 0.85* 0.76* 0.99 0.97% 0.96 
F-Met-Trp 0.98° 0.933bc 0.93bcd 1.01 0.935c 0.97 
F-Met-Leu 0.99 1.01? 0.91 bd 1.05 0.92% 0.96 
F-Met-Ile 1.00? 0.91 0.86*de 0.99 0.90* 1.00 
F-Met-Val 0.99 0.97% 0.83% 0.99 0.945c 0.93 


SEM 
P fli. P-value 


0.06 
«0.01 


0.07 
«0.01 


0.09 
«0.01 


0.07 
0.80 


0.05 
0.01 


0.07 
0.58 


134 23 二 肽 等 量 替 代 游 离 氮 基 酸 对 BMECs 内 乳 蛋 白 合成 相关 基因 表达 及 BMECs 内 外 APA 
135 ”含量 的 影响 
136 表 4 结果 表明 , 与 F-Met-Met 组 相 比 , P-Met-Met 组 显著 上 调 了 CSNISI. CSN2 和 CSN3 
137 ”基因 的 表达 量 (P«0.05); P-Met-Lys 组 和 F-Met-Lys 组 相 比 ，CSN2 的 基因 表达 量 显著 上 调 
138 (P<0.05), PEPT2 的 基因 表达 量 趋 于 显著 提高 (P=0.09); 5 F-Met-Phe 组 相 比 ，P-Met-Phe 
139 ”组 显著 提高 了 CSN1S1 All APN 基因 的 表达 量 (P<0.05); P-Met-Trp 组 的 CSN1S1 和 PEPT2 
140 基因 表达 量 显 著 高 于 F-Met-Trp 组 (P<0.05)， 对 APN 基因 的 表达 量 有 显著 提高 的 趋势 
141 (P=0.06); 5j F-Met-Leu 组 相 比 ，P-Met-Leu 组 的 CSN2 基因 的 表达 量 显著 降低 (P<0.05)， 
142 PEPT2 基因 的 表达 量 显著 升 高 (P<0.05), APN 基因 表达 量 有 显著 升 高 的 趋势 (P=0.06 ); 
143 5j FMet-Ile 组 相 比 ，P-Metlle 组 的 CSNISI. CSN3 和 PEPT2 基因 的 表达 量 显 著 上 调 
144 (P<0.05); P-Met-Val 组 PEP72 和 APN 基因 表达 量 显著 高 于 F-Met-Val 组 (P<0.05). 
145 在 细胞 外 , P-Met-Met 组 和 P-Met-Lys 组 的 APA 含量 趋 于 显著 地 低 于 相应 的 游离 氨基 酸 
146 2H 〈CP=0.06，P=0.07)， 其 他 二 肽 替代 游离 氨基 酸 后 APA 的 含量 变化 均 不 显著 (P>0.05); 
147 ”在 细胞 内 ，8 种 二 肽 蔡 代 游离 氨基 酸 后 对 APA 含量 影响 不 显著 〈P>0.05 )。 
148 表 4 二 肽 等 量 蔡 代 游 离 氨基 酸 对 BMECs 3L EI. PEPT2. APN 基因 表达 及 BMECs 内 外 APA 含量 
149 的 影响 
150 Table4 Effects of substitution of free amino acids with dipeptides on gene expressions of milk protein, PEP72 
151 and APN in BMECs and APA content inside and outside BMECs 
细胞 外 细胞 内 
oas1- 栈 B- 酷 蛋 K- 酷 蛋 B- 乳 球 Tl ik 
8 ADIRE Extracellul Intracellular 
组 别 Groups 和 蛋白 白 白 E: Hus 
氮 APN ar 
CSNISI | CSN2 CSN3 LGB PEPT2 
KEE APA/(pg/mL) 
P-Met-Met 1.442 1.138 1.158 0.98 1.05 1.05 1 422.52 755.98 
F-Met-Met 1.17? 0.98? 0.97* 1.01 1.01 0.96 1 540.92 800.03 
P {Ë P-value 0.04 0.03 0.01 0.49 0.10 0.15 0.06 0.12 
P-Met-Lys 1.22 1.17 1.11 0.98 1.07 1.07 1 410.31 817.54 
F-Met-Lys 1.13 1.01° 1.07 1.02 0.98 0.99 1 427.54 810.81 
P (lj. P-value 0.22 0.02 0.50 0.48 0.09 0.10 0.07 0.79 
P-Met-Phe 1.082 1.04 1.04 0.99 1.01 1.042 1 477.58 820.54 
F-Met-Phe 0.96^ 0.98 0.93 1.03 0.96 0.91° 1 562.57 805.91 
P {Ë P-value 0.03 0.26 0.08 0.45 0.37 0.04 0.20 0.74 


- Ji FR 
本 "^ ~ n aa on a oa aa a 
F-Met-Thr 1.03 0.84 0.75 0.99 0.97 0.95 1 650.73 782.53 
P {fi P-value 0.27 0.94 0.18 0.80 0.15 0.08 0.25 0.21 
= a ee EM 
F-Met-Trp 0.97 0.92 0.94 1.01 0.93» 0.97 1 545.21 937.52 
P {fi P-value <0.01 0.11 0.21 0.22 0.02 0.06 0.38 0.35 
E E ee x uu uM E m 
F-Met-Leu 0.99 1.01? 0.91 1.05 0.925 0.97 1 450.84 827.51 
P {fi P-value 0.79 0.01 0.31 0.32 0.02 0.06 0.33 0.40 
2 ee E E 
F-Met-Ile 1 460.92 
F-Met-Val 0.99 0.97 0.83 0.99 0.94 1 560.09 827.51 
P {fi P-value 0.55 0.05 0.49 0.74 0.01 0.72 0.19 
152 3 d ie 
153 牛奶 乳 和 蛋白 的 90% 是 由 奶牛 乳腺 组 织 以 氨基 酸 为 原料 合成 的 ， 并 且 用 于 乳腺 内 从 头 合 


154 ”成 乳 蛋 白 的 氨基 酸 ，90% 以 上 是 从 血液 当中 吸收 的 外。 然而 有 研究 表明 ， 乳 腺 组 织 不 仅 能 从 


155 I 液 中 单纯 地 摄取 游离 氨基 酸 合 成 乳 蛋 白 , 而 且 也 能 摄取 以 肽 形式 结合 的 必需 氨基 酸 合成 乳 


蛋白 ,但 机 理 尚 不 明确 M9。 周 苗 苗 等 0 研究 含 Lys 二 肽 对 BMECs 中 乳 蛋 白 合 成 的 影响 发 现 ， 
157 ”添加 Lys 二 肽 能 促进 乳 和 蛋白 的 合成 。 小 肽 被 动物 组 织 吸 收 利用 依赖 于 其 独立 的 转运 载体 系 
158 Hi, ERER HA Ca2 的 逆 浓度 梯度 进行 转运 的 ， 小 肽 转运 载体 具有 转运 速率 快 、 吸 收 
159 ” 耗 能 低 及 不 易 饱和 等 特点 (4， 而 游离 氨基 酸 转 运载 体 与 之 相反 ， 因 此 动物 组 织 对 小 肽 的 利 


160 ”用 效率 在 理论 上 绝对 高 于 游离 氨基 酸 。PEPT2 是 一 种 低 容 量 、 高 亲和力 的 肽 载体 031， 主 要 


161 ”转运 二 肽 和 三 肽 类 营养 物质 或 仿 肽 类 药物 凯 。 泌 乳 奶 牛乳 腺 外 植 体 试验 研究 指出 ，PEPT2 


162 ”的 转运 功能 受到 抑制 会 明显 减少 乳 和 蛋白 合成 11。Zhou 等 09 的 研究 指出 , BMECs 能 摄取 茶 丙 


163 ，” 氮 酸 - 茉 丙 氨 酸 (P-Phe-Phe) 二 肽 促进 PEPT2 基因 的 表达 并 用 于 乳 蛋 白 的 合成 ， 说 明 PEPT2 


164 ”可 能 在 乳腺 摄取 小 肽 的 过 程 中 发 挥 着 重要 的 作用 。BMECs 的 表面 存在 一 种 能 够 将 小 肽 水 解 


165 ”成 游离 氨基 酸 的 APA, APA 是 乳腺 组 织 为 乳 和 蛋白 合成 提供 氨基 酸 的 肽 酶 之 一 42， 当 氨 基 酸 
166 ”水 平 不 能 满足 机 体 泌 乳 需 要 时 , 细胞 内 或 细胞 外 会 发 出 代谢 信号 调节 其 表达 活性 。 因 此 ， 小 
167 ”上 肽 能 够 通过 小 肽 转运 载体 和 APA 水 解 2 个 途径 被 乳腺 组 织 吸收 利用 0728。 刘 瘤 等 59 研究 山 


168 。 羊 乳 腺 对 大 豆 小 肽 的 吸收 利用 影响 发 现 ， 汐 注 小 肽 促进 了 APN 基因 的 表达 ， 同 时 显著 促进 


169 “了 乳 蛋 白 合 成 。 本 试验 结果 表明 ， 与 对 照 组 相 比 ，P-Met-Met 和 P-Met-Lys 组 提高 了 CSN1S1 


iy 


170 “和 CSN2 基因 的 表达 , HE FLA A A, 以 P-Met-Met 组 的 效果 更 好 , 并 且 除 P-Met-Met、 


171 P-Met-Phe 和 P-Met-Thr 组 外 ,其 他 二 肽 组 的 PEPT2 基因 表达 量 均 显著 或 趋 于 显著 地 高 于 游 


172 ” 离 氨 基 酸 组 ， 通过 对 APA 含量 进行 检测 发 现 ， 在 细胞 内 和 细胞 外 均 存在 APA， 且 除 


173 . P-Met-Met. P-Met-Lys 和 P-Met-lle 组 外 ， 其 他 二 肽 组 的 APN 基因 表达 量 均 显著 或 趋 于 显著 
174 “地 高 于 游离 氨基 酸 组 ， 说 明 BMECs 能 产生 APA, 将 二 肽 水 解 为 游离 氨基 酸 为 乳 和 蛋白 的 合成 


175 ”提供 底 物 ， 并 且 可 利用 二 肽 合成 乳 蛋 白 。 


176 一 项 含 Met 的 肽 的 试验 研究 发 现 ,不 同 种 类 的 含 Met 二 肽 被 BMECs 利用 效率 不 同 ,二 


177 肽 形式 结合 的 Met 被 利用 的 效率 相当 于 游离 恒基 酸 利用 效率 的 35%~122%, 其 中 P-Met-Val、 


178 = P-Met.Leu 和 亮 氮 酸 -蛋氨酸 (P-Leu-MeO 二 肽 的 利用 能 力 要 高 于 对 应 的 游离 氨基 酸 Pol。 本 


179 。 试验 得 出 ，BMECs HHA Met 的 8 种 二 肽 等 量 蔡 代 相应 的 游离 氨基 酸 后 ， 除 P-Met- Val 和 


N 180 P-Met-Leu 外 ， 其 他 二 肽 比 游离 氨基 酸 能 更 好 地 促进 CSNISI. CSN2 和 CSN3 基因 的 表达 ， 


181 ”尤其 以 P-Met-Met 的 促进 效果 更 好 ， 与 F-Met-Met 相 比 分 别 增 加 了 23.1%、15.3% 和 18.596; 


182 ”其 次 是 P-Met-Phe 和 P-Met-Lys， 分别 较 相应 的 游离 氨基 酸 组 增加 了 12.5%、6.1%、11.8% 和 


183 ”8.0%、15.8%、3.7%。 Ui B] BMECs 对 二 肽 的 利用 效率 高 于 相应 的 游离 氨基 酸 。 二 肽 组 PEPT2 


© 184 ”和 APN 基因 表达 量 也 高 于 对 应 的 游离 氨基 酸 组 ， 进 一 步 说 明 BMECs 能 通过 既 摄取 二 肽 也 


185 ”摄取 氨基 酸 来 合成 乳 重 白 , 而且 小 肽 与 游离 氨基 酸 相 比 能 更 有 效 地 促进 乳 和 蛋白 的 合成 .然而 ， 


^o 186 。 小 肽 是 如 何 进入 细胞 被 利用 以 及 二 肽 与 游离 氨基 酸 保持 多 大 比例 更 适 于 乳 重 白 的 合成 , 本 试 
— 。 ”187 验 尚未 进行 研究 ， 其 确切 的 机 理 需 要 进一步 探讨 。 


188 4 结 论 


189 含 Met 二 肽 等 物质 的 量 替 代 对 应 的 游离 氨基 酸 能 够 促进 乳 蛋 白 基 因 的 表达 ， 其 中 以 


190 P-Met-Met, P-Met-Lys, P-Met-Phe 和 P-Met-Ile 的 促进 效果 较 好 ， 尤 以 P-Met-Met 的 效果 最 
191 ”明显 。 
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Abstract: The aim of this study was to investigate the effects of dipeptides containing methionine 
on gene expressions involved in milk protein synthesis in bovine mammary epithelial cells 
(BMECs). The study consisted of three parts and adopted completely random single-factor designs. 
Concentration of methionine and incubation time were 60 ug/mL (0.402 mmol/L) and 48 h, 
respectively. Part 1, eight kinds of dipeptides [methionine-methionine  (P-Met-Met), 
methionine-lysine (P-Met-Lys), methionine-tryptophan (P-Met-Trp), methionine-phenylalanine 
(P-Met-Phe), methionine-threonine (P-Met-Thr), methionine-isoleucine (P-Met-Ile), 
methionine-leucine (P-Met-Leu) and methionine-valine (P-Met-Val)] were supplemented in 
culture medium, and culture medium without dipeptide supplementation was used as control; milk 
protein synthesis related gene a -casein (CSN1S1), B -casein (CSN2), K -casein (CSN3), B 

-lactoglobulin (LGB), pep tide transporter 2 (PEPT2) and aminopeptidase nitrogen (APN) 
expressions in BMECs were determined. Part 2, eight kinds of free amino acids (F-Met-Met, 
F-Met-Lys, F-Met-Trp, F-Met-Phe, F-Met-Thr, F-Met-Ile, F-Met-Leu and  F-Met-Val) 
corresponded with the above dipeptides, and culture medium without free amino acids 
supplementation was used as control; milk protein synthesis related gene expressions in BMECs 
were determined. Part 3, dipeptides containing methionine equimolarly substituted corresponding 
free amino acids; milk protein synthesis related gene expressions in BMECs and APA content 
inside and outside BMECs were determined. The results showed as follows: gene expressions of 
CSN1S1 and CSN2 were greater in P-Met-Met and P-Met-Lys groups than in other groups, and 
greater expressions were detected in P-Met-Met group than in P-Met-Lys group. Gene expressions 
of CSN1S1 was significantly increased in F-Met-Met and F-Met-Lys groups versus other groups 
(P<0.05). Except P-Met-Val and P-Met-Leu groups, dipeptides containing methionine substitution 
of corresponding free amino acids up-regulated the expressions of milk protein synthesis related 


genes and PEPT2 gene, and P-Met-Met had the best effect. In conclusion, dipeptides containing 
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methionine equimolarly substitution of corresponding free amino acids can increase milk protein 
synthesis related gene expressions, especially P-Met-Met. 
Key words: dairy cow; mammary epithelial cells; milk protein; methionine; dipeptide; gene 


expression 


